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Ageing of the photosynthetic apparatus I. Synergetic effect of light and ageing
in vi tro on the volume changes of isolated spinach chloroplasts
In view of the difficulty of studying all of the aspects of ageing of the photosynthetic
apparatus in vivo and of the action of light upon this phenomenon, the consequences of
chloroplast ageing were investigated in vitro, especially on the volume of these organelles.
It was found that at 20°C in a Tris-NaCl medium, chloroplast swelling occurred
slowly in the dark for the 6 hr experimental period, while it was activated in the light,
with an optimum after 90 min. The most characteristic feature of these 2 curves is
that they cross each other after 5 hr, indicating that, independent of the previous treat-
ments (dark or light), the chloroplasts in vitro reach the same volume after a few hours.
Special attention was devoted to the pH effect. In dark and light conditions, swelling
was found to be maximum at pH 7.5 to 8.5 and was independent of the buffer used.
There was no major difference between swelling in Tris and Tricine. A marked
depression in the chloroplast volume was observed at pH 4.5 in the dark and at pH 5.5
in the light.
Simultaneous with the swelling phenomenon, the capacity of chloroplasts to carry
out light-dependent shrinkage diminished. There was a striking parallelism between
swelling rate and loss of chloroplast shrinkage capacity. The action of light is synergetic
on both these processes in that it accelerated to the same extent both the dark-swelling
and the inhibition of light-dependent shrinking in chloroplasts incubated in the dark.
^organisation structurale et la fonction des chloroplastes foliaires subissent
des alterations au cours de processus attribue's au vieillissement. Les causes et les
consequences du vieillissement des plastides in vivo sont difficiles a deceler. En
outre, la notion de vieillissement chez le chloroplaste n'est pas la meme pour tous
les auteurs. Pour certains d'entre eux, le vieillissement est une progression en age qui
se manifeste constamment des le moment oil le proplaste s'engage, au cours du temps,
dans la voie qui le conduit a se transformer ontogeniquement en chloroplaste. Pour
d'autres auteurs, le vieillissement designe revolution, dans le temps, du chloroplaste
au dela du stade adulte. evolution generalement considered comme liee a des conditions
anormales ou defavorables (7).
Les observations de CATSKY et SLAVIK (2) sur le chou fourrager sont a cet egard
riches en enseignements. L'activite photosynthetique, mesuree par la quantite
de CO2 assimilee, augmente considerablement de la premiere feuille a partir du
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sommet de la plante, soit de la feuille la plus jeune, jusqu'a la 10° feuille. Une
feuille d'un numero d'ordre donne represente done une etape bien definie dans
revolution (ou le "vieillissement") de l'appareil photosynthetique. La serie
ontogenique des feuilles donne une image des variations de la photosynthese au
cours de la progression en age de l'appareil photosynthetique. Mais la notion de
vieillissement peut etre envisagee d'une maniere differente. CATSKY et SLAVIK (2)
constaterent en effet que de la 10e a la 21e feuille, I'activit6 photosynthetique
diminue sensiblement pour prendre une valeur voisine de 0 chez la feuille onto-
geniquement la plus vieille. Dans cette perspective, le vieillissement commencerait
a partir du stade adulte (10° feuille dans l'exemple considere) oil Ton enregistre une
diminution de l'activite photosynthetique. Ces quelques considerations sufnsent
a montrer que l'etude du vieillissement in vivo (ontogenique ou au-dela du stade
adulte) est d'une tres grande complexite et qu'a ce stade de nos connaissances des
experiences realisees avec des chloroplastes in vitro, bien qu'imparfaites sur le plan
des relations avec les autres parties de la plante, peuvent apporter une contribution
originale a l'etude du vieillissement de l'appareil photosynthetique (2, 3).
En 1965, PACKER, SIEGENTHALER et NOBEL mirent en evidence le gonflement
des chloroplastes (4). Ce phenomene, lent a I'obscurit6, est accelere en presence
de lumiere et des cofacteurs necessaires a un flux cyclique d'electrons. Mais,
contrairement a la contraction des chloroplastes (5, 6"), le gonflement de ces organ-
ites ne semble pas etre en relation directe avec le transfert d'energie conduisant
a la synthese d'ATP (4). Cependant, des substances qui agissent sur les reactions
photochimiques de la photosynthese comme les acides alkenylsucciniques (7),
1'acetate de phenylmercure (7, 8), le phosphate (<?), les acides organiques (9) et
les inhibiteurs de la photophosphorylation (10) interferent avec ce phenomene,
g^neralement en l'inhibant. Bien que Ton ne comprenne pas encore comment les
reactions de flux des electrons de la chaine photosynthetique sont impliqudes dans
le gonflement des chloroplastes active par la lumiere, ces observations semblent
indiquer qu'il existe tout de meme une relation entre ces deux processus. A cet
egard, NOBEL (10) observe que le gonflement activd par la lumiere est apparemment
necessaire a une absorption optimale du sodium et du strontium par les chloroplastes.
En outre, de nombreux inhibiteurs de la phosphorylation de meme que d'autres
composes comme le formate et 1'acetate inhibent autant le gonflement (9, 10) que
l'absorption des ions (10).
L'un des aspects les plus interessants du .gonflement in vitro est qu'il est
irreversible lorsque les chloroplastes ayant sejourne a la lumiere sont replaces a
1'obscurite. Cette propriete nous a sugger6 que le gonflement pourrait etre
considere comme une expression du processus de "vieillissement" (ou de deteriora-
tion) des systemes membranaires du chloroplaste. La validite de cette hypothese
a recu une confirmation par des observations au microscope electronique qui ont
revdle une desorganisation complete du reseau lamellaire des chloroplastes gonfles
(11—13). Pourtant la relation existant entre la desorganisation structurale des
chloroplastes — provoqu£e par un sejour prolonge des plastides a 1'obscurite et
a la lumiere — et leur capacite a photosynthetiser n'a pas et6 etablie d'une fa^on
claire. Si le gonflement des chloroplastes est reellement le rdsultat d'un "vieil-
lissement", on doit s'attendre a une diminution concomitante des activites
photochimiques pendant le gonflement des chloroplastes a 1'obscurite et a un effet
"synergique" de la lumiere sur ces 2 processus.
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Cette serie d'articles est consacree a 1'etude des conditions et des consequences
d'un vieillissement in vitro, en absence et en presence de lumiere, sur les changements
de volume et les activites photochimiques de chloroplastes isoles.
Materiel et methodes
Les chloroplastes de feuilles d'epinard sont preparees selon le procede de
WHATLEY et ARNON {14), adaptd par SIEGENTHALER (15). Des feuilles d'epinard,
provenant du marche local, sont soigneusement triees puis maintenues a 1'obscurite
a 4°C pendant 12 h. environ pour reduire la teneur en amidon. Apres avoir detache
les nervures centrales, on conserve les limbes foliaires que Ton broie a l'aide d'un
me'langeur electrique pendant 30 sec. dans un milieu contenant 175 mM de NaCl
et 100 mM de tampon Tris-HCl (pH 8). La suspension ainsi obtenue est filtree a
travers deux couches de gaze hydrophile (qualite 10/9 de SchafFhouse) et le filtrat
est centrifuge pendant 1 mn. a 500 Xg. La suspension surnageante est a nouveau
centrifugee pendant 10 mn. a lOOOxg pour se'dimenter les chloroplastes. Le sedi-
ment de chloroplastes est melange avec soin dans le meme milieu de suspension de
facon a obtenir une concentration finale de 1,0 mg de chlorophylle par millilitre.
Ces operations, qui durent 20 mn. environ, se font a 4°C et a 1'obscurite. La
concentration en chlorophylle est determinee par la m^thode spectrophotometrique
de WHATLEY et ARNON (14), modifiee par BRUINSMA (16).
Dans les experiences concernant 1'influence du pH sur le volume des chloro-
plastes, ceux-ci sont isoles dans un milieu contenant uniquement du NaCl (175 mM)
ajuste a pH 8. Apres la derniere centrifugation, les chloroplastes sont mis en
suspension dans 175 mM de NaCl et 50 mM des divers tampons ajuste's aux pH
indiques.
Le vieillissement des chloroplastes in vitro est obtenu en laissant sejourner ces
organites (1 mg de chlorophylle/ml) pendant une duree plus ou moins prolongee dans
un milieu contenant gdneralement 175 mM de NaCl et 100 mM de tampon Tris-HCl
(pH 8) a 20°C, soit a l'obscurite", soit a la lumiere (3,45 X 105 ergs-cnr'-sec"1)- Aux
temps indiques dans chacune des experiences, des e'chantillons sont preleve's dans
les tubes a incubation pour la determination du volume ou de tout autre activity
photochimique des chloroplastes.
Les changements de volume des chloroplastes sont estime's par la me'thode
hematocrite adaptee aux chloroplastes (15). Seules les variations de volume des
chloroplastes 6tant prises en consideration dans cette 6tude, les volumes obtenus
par sedimentation ne sont pas diminues de la valeur attribuable a l'espace libre
entre les chloroplastes se'dimentes. Dans certaines experiences, (v. Fig. 4B), le
gonflement des chloroplastes est evalu£ par la diminution de I'absorbance a 540 m/x
(—A E 540 m/x) (4). La capacite de contraction des chloroplastes est estime'e par
la methode de la diffusion de la lumiere (5) a l'aide d'un fluorimetre a photomulti-
plicateur (Photovolt, modele 540) modifie a cet effet et muni d'une cuvette
thermostatise'e par un circuit d'eau maintenu a 20°C. Les filtres interferentiels
primaire (Balzers B-40/539) et secondaire (Baird Atomic Interference Filter) ont
pour fonction d'isoler la longueur d'onde 546 m/x et d'empecher toute interference
avec la lumiere actinique (>600 m/t) fournie par un filtre Kodak, wratten No 26,
emise sur I'un des cote's de la cuvette. L'augmentation de 1'intensite de la lumiere
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diffusee a la suite d'une illumination des chloroplastes est exprimee en % par
rapport au niveau initial de lumiere diffusee.
Resultats et discussion
La variation du volume de chloroplastes isoles en fonction de la duree de sejour
de ces organites dans un milieu Tris-NaCl (pH 8) est illustree dans la Fig. 1. Trois
types de resultats y sont consigned (Exp. 1-3), representant chacun l'un des types
de courbes obtenu au cours d'une annee d'experiences. Bien que le type 2 (Exp. 2)
soit plus frequent, il nous est impossible de dire avec certitude — vu l'heterogeneite
du materiel utilise — quels sont les facteurs qui determinent les differences
observees. Des essais preliminaires semblent indiquer que l'age des feuilles au
moment de la recolte pourrait en etre la cause. Dans tous les cas, cependant,
l'augmentation de volume des chloroplastes est lente a l'obscurite et subit une
acceleration lorsque les plastides sont illumines. Les courbes traduisant les
variations de volume de ces organites ayant sejourne a l'obscurite et a la lumiere se
croisent plus ou moins rapidement indiquant qu'independemment du traitement
subi (obscurite ou lumiere), les chloroplastes in vitro finissent par presenter le meme
volume apres quelques heures. Ces resultats sont en accord avec les observations
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Fig. 1. Influence d'un sejour prolonge a l'obscurite (symboles fermes)
et a la lumiere (symboles ouverts) sur le volume de chloroplastes isoles.
Exp. 1, 2 et 3 correspondent aux divers types de courbes que Ton peut
obtenir.
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de NISHIDA et al. (17) mais il nous fut impossible d'obtenir a la lumiere, une
diminution marquee du volume dans la phase faisant suite a l'etat de gonflement
maximum des chloroplastes observee par ces auteurs japonais. Des experiences
visant a determiner si la concentration en chlorophylle ou Pintensit6 lumineuse
utilisee dans nos experiences pouvaient etre la cause de cette difference furent
infructueuses et confirmerent l'aspect general des courbes reportees dans la Fig. 1.
En 1966, IZAWA et GOOD (18) mirent en doute l'existence du gonflement des
chloroplastes en milieu Tris-NaCl decrit par PACKER et al. (4) en expliquant que
l'action decouplante de la fonction amine du Tris serait responsable de ce phenomene.
Ceci nous a amene a entreprendre une etude comparee de l'action de divers milieux,
a pH fixes et differents, sur le volume des chloroplastes isoles. Cette etude a ete
rendue difficile par le fait que la plupart des tampons utilises, notamment ceux qui
contiennent des phosphates (4), inhibent le gonflement des chloroplastes active par
la lumiere. Le volume Vo des chloroplastes ayant sejourne pendant 15 mn. dans
divers tampons est minimum a pH 4,5 et maximum a pH 8,5 (Fig. 2). Apres 60mn.
de sejour a l'obscurite, le volume V6o des chloroplastes augmente sensiblement dans
la zone des pH compris entre 6 et 9. De part et d'autre de cette zone, le volume
ne subit pratiquement aucune modification. Pour tous les tampons utilises, y
compris pour le tampon phosphate, les variations de volume des chloroplastes
s'inscrivent dans une courbe continue: aucun effet specifique de l'un des tampons
ne peut done etre decele. L'augmentation du volume Vo des chloroplastes en
fonction du pH est conforme aux resultats obtenus anterieurement (19-21). En
outre, la depression du volume a pH 4,5 observee egalement par MERCER et al. (19)
et par DILLEY et ROTHSTEIN (21), a €te expliquee par le fait qu'elle correspond au
pHi des chloroplastes et a une mobilite electrophore'tique nulle de ces organites (19).
La consequence d'un traitement lumineux sur la variation du volume des
chloroplastes a divers pH est illustree dans la Fig. 3. La zone de pH comprise entre
7 et 9 est la plus favorable a un gonflement des chloroplastes en presence de lumiere.
Mais, il est intdressant de noter qu'a la lumiere le tampon phosphate est un puissant
inhibiteur du gonflement. Ces observations sont en accord d'une part avec Peffet
inhibiteur de ce compose sur le gonflement des chloroplastes illumines a pH 8 observe
par PACKER et al. (4) et, d'autre part, avec l'action stimulatrice du phosphate sur la
contraction de ces organites ddcrite par SIEGENTHALER (8). II convient dgalement
de remarquer que l'effet du phosphate varie en fonction du pH et qu'il est notam-
ment moins inhibiteur a pH 8, pH auquel pr^cisement le gonflement est maximum
avec d'autres tampons. L'examen de la Fig. 3 n'ecarte cependant pas la
possibility que des tampons contenant du Tris stimulent d'une facon specifique le
gonflement des chloroplastes a la lumiere. Une telle eventualite a 6t& etudiee en
comparant, a diverses concentrations et au pH optimum de 8 (v. Fig. 4), l'action du
tampon Tris (Tris-(hydroxymethyl) aminomethane) et celle de la Tricine (Af-tris
(hydroxymethyl) methyl glycine). D'apres IZAWA et GOOD (18), ce dernier tampon,
dont le pKa est de 8,15 a 20°C, (le pKa du Tris est de 8,3) ne peut etre suspecte
d'etre un agent de gonflement ou de decouplage. A l'obscurite, le tampon Tris
provoque un gonflement des chloroplastes de 10% superieur a celui obtenu en milieu
Tricine pour des concentrations variant de 1 a 50 ITIM (Fig. 4 A; Fig. 4 B, symboles
fermes); cette derniere concentration est utilisee, rappelons-le, dans les experiences
comparatives reporters dans les Fig. 2 et 3. Un traitement lumineux pendant 60 mn.
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Fig. 2. Influence du pH sur le volume des chloroplastes a l'obscurite.
Les chloroplastes sont isoles dans un milieu contenant uniquement du
NaCl (175 min) ajust6 a pH 8,0. Apres la derniere centrifugation
(v. Methodes) les chloroplastes sont mis en suspension dans une
solution de NaCl (175 nun) et les divers tampons etudies: Q, (pH 3,5
a 6,0) 50 min de tampon citrate; Q, (pH 5,5 a 8,5), 50 mM de tampon
Tris-maleate; A , (pH 6,5 a 7,5), 50 mM de tampon phosphate,
KH2PO4; O. (PH 7,5 a 9,0), 50 mM de tampon Tris-HCl; A, (pH 8,5
a 10,0), 50 mM de tampon borax-NaOH. Les chloroplastes sont
maintenus pendant 15 mn. dans leurs milieux respectifs (to) a tempera-
ture ambiante, puis incubes a 20°C pendant 60 mn. (t60). Les volumes
Vo et Veo correspondants sont determin6s d'apres la methode chloro-
crite. Les pH initials et finals reels mesures a 0 et 60 mn. respective-
ment, sont pris en consid6ration pour l'^tablissement des courbes.
(Fig. 4 B, symboles ouverts) provoque un gonflement marqud des chloroplastes par
rapport a celui qui est observe a l'obscurite (Fig. 4 B, symboles fermes). Ce
gonflement est du meme ordre de grandeur pour les chloroplastes ayant sejourne
dans les 2 types de tampons; une acceleration spe'cifique du tampon Tris n'est
observee qu'a des concentrations superieures (500 mM par exemple) a celles utilisees
dans nos experiences. Ainsi, l'e'tude comparee des variations de volume en milieux
Tris et Tricine permet de conclure que le gonflement des chloroplastes isolds
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Fig. 3. Consequence d'une illumination sur les variations de volume
des chloroplastes isoles en fonction du pH. Les conditions experi-
mentales et les symboles sont les memes que ceux indiques dans la
legende de la Fig. 2.
represente, autant a l'obscurit£ qu'a la lumiere, une Evolution naturelle du plastide
in vitro qui est inddpendante du tampon utilise1 et qui est maximum a pH 8,0^0,5.
Depuis les travaux de PACKER (5), de ITOH et al. (22), nous savons que les
chloroplastes frais sont capables de se contracter in vitro sous l'action de la lumiere
dans la mesure ou un accepteur ou un transporteur d'dlectrons est ajoute au systeme
(6"). Plus recemment, DILLEY et VERNON (6*) ont montre que le phenomene de
contraction etait intimement lie aux processus de transfert de l'energie au sein du
chloroplaste. Dans cette perspective, il nous a paru interessant de rechercher si le
vieillissement in vitro des chloroplastes qui se manifeste, comme nous l'avons vu,
par un gonflement de ces organites £tait de nature a alterer la capacite des plastides
a se contracter dans les conditions optimales requises habituellement. Les resultats
d'une telle experience sont reportes dans la Fig. 5. Les chloroplastes ayant sejourne
a la lumiere subissent une inhibition tres rapide de leur capacite a se contracter.
Apres une a 2 h. d'incubation, les plastides sont incapables de changer de volume
sous l'action de la lumiere. Quant aux chloroplastes demeures a 1'obscurite, ils
subissent, eux aussi, une inhibition mais beaucoup plus lente. Dans nos conditions
experimentales, il faut attendre 4 a 6 h. pour obtenir une inhibition complete. II
existe un parallelisme frappant entre le gonflement des chloroplastes (v. Fig. 1,
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Fig. 4. Etude comparee de l'action du Tris et de la Tricine sur les
variations de volume des chloroplastes isoles. Les chloroplastes sont
isoles dans 175 min de NaCl puis incubes dans le meme milieu addi-
tionne de Tris ou de Tricine a pH 8 aux concentrations indiquees. A:
Volume des chloroplastes au temps 0 determine par la methode
chlorocrite (concentration des chloroplastes: 1 rag de chlorophylle/
ml). B: Volume des chloroplastes apres 60 mn. d'incubation a
l'obscurite (symboles fermes) et a la lumiere (symboles ouverts) estimes
par la methode spectrophotometrique (concentration des chloro-
plastes: 20 pg de chlorophylle/ml).
Exp. 2) et l'inhibition de la capacite de ces organites a se contracter (v. Fig. 5). En
effet, la lumiere a pour consequence d'accelerer le gonflement des chloroplastes et
d'inhiber, dans la meme proportion, la capacite de ces organites a se contracter.
En outre, le temps necessaire a l'obtention de l'inhibition complete de ce phenomene
qui survient, a la lumiere apres 2 h. de sejour des chloroplastes et, a I'obscurit6, apres
5 h. environ, correspond, dans l'un et l'autre cas, au temps requis pour obtenir un
maximum de gonflement. Ces observations sont en accord avec l'hypothese d'apres
laquelle le vieillissement des chloroplastes in vitro se manifeste par un gonflement
irreversible des chloroplastes qui reflete une diminution concomitante des activites
photochimiques des plastides (3).
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